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DHA 可 抑制 黄 曲 考 素 Bl 诱导 的 肝癌 细 肥 迁移 及 侵袭 
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摘要 :目的 分 析 二 十 二 碳 六 烯 酸 (DHA) 对 黄 曲 霉 素 B1(AFB1) 诱 导 的 肝癌 细胞 侵袭 能 力 影 响 。 方 法 不 同 浓度 的 AFB1 .DHA/ 
AFB1 jill T TRUTH HepG2.2.15 ZIEL ,通过 细胞 划 痕 .迁移 及 侵袭 实验 检测 细胞 迁移 及 侵袭 能 力 变 化 , 流 式 细胞 仪 分析 细 胞 周 
期 比例 ,透射 电镜 观察 细胞 超 微 结构 的 改变 。 结 果 2 umol/L AFB1 与 空白 组 相 比 , 细 胞 划 痕 修复 率 增高 ,细胞 穿 膜 细胞 数目 均 
增多 ,GwG, 期 细胞 比例 明显 下 降 ,GVM 期 细胞 比例 明显 升 高 ,S 期 细胞 比例 变化 不 明显 ;细胞 多 核 仁 ,细胞 内 出 现 线粒体 ,高 尔 
基体 增多 等 。DHA/AFB1 与 单独 AFB1 处 理 组 的 相 比 , 细 胞 划 痕 修复 率 降 低 ;细胞 穿 膜 细胞 数目 均 减 少 ,GyG, 期 细胞 比例 明显 
升 高 ,GVM 期 细胞 比例 明显 降低 ,S 期 细胞 比例 变化 不 明显 ;细胞 单 核 仁 ,细胞 内 核 质 减少 ,细胞 内 线粒体 减少 ,出 现 空 泡 化 超 微 
结构 。 结 论 DHA 可 以 明显 抑制 AFB1 诱 导 增 强 的 HepG2.2.15 细 胞 迁移 及 侵袭 能 力 。 
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Docosahexaenoic acid inhibits aflatoxin Bl-induced migration and invasion in 


hepatocellular carcinoma cells in vitro 
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Abstract: Objective To investigate the effect of docosahexaenoic acid (DHA) on invasiveness of aflatoxin B1 (AFB1)-induced 
hepatocellular carcinoma cells in vitro. Methods HepG2.2.15 cells were exposed to different concentrations of AFB1 and DHA 
plus AFB1. The cell migration and invasion were assessed using wound-healing and Transwell assay, and flow cytometry was 


used to analyze the cell cycle changes. The ultrastructural changes of the cells were observed by transmission electron 
microscopy. Results Compared with the control group, the cells exposed to2 hmoML AFB1 showed obviously enhanced 


migration and invasion with decreased cell ratio in GyG phase and increased cell ratio in G;/M phase but no changes in S 
phase cells; transmission electron microscopy revealed the presence of multiple nucleoli and significantly increased 
mitochondria and Golgi apparatus in the exposed cells. Compared with AFB1-exposed cells, the cells treated with DHA and 
AFB1 showed decreased migration and invasion abilities, and the GyG phase cells increased and G//M phase cells decreased 
significantly; ultrastructurally, the cells contained single nucleoli with decreased mitochondria and vacuolization occurred in 
the cytoplasm. Conclusion DHA can significantly inhibit AFB1-induced enhancement of cell migration and invasion in 


hepatocellular carcinoma cells in vitro. 
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肝癌 是 我 国 最 常见 的 恶性 肿瘤 之 一 ,其 死亡 率 
仅 次 与 肺癌 排 第 2 位 "。 乙 肝病 毒 (HBV) 、. 黄 曲霉 素 
(AFB1) 作 为 肝癌 最 主要 及 最 强 的 两 个 主要 致癌 因素 
已 得 到 广泛 共识 3, 但 是 HBV 和 AFB1 协同 诱发 肝 
癌 的 分 子 机 制 尚 未 完善 阐明 ,而 两 者 协同 作用 下 族 
发 肝癌 的 信号 传导 通路 也 其 少 。 在 肿瘤 防治 研究 方 
面 , 已 发 现 多 不 饱和 脂肪 酸 如 二 十 二 碳 六 烯 酸 
(DHA) 可 能 具有 较 好 的 预防 及 治疗 效果 ,但 作用 的 
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分 子 机 制 尚未 完全 阐明 ,已 有 的 研究 认为 可 能 点 
DHA 影响 肿瘤 细胞 的 增殖 、 凋 亡 及 肿瘤 细胞 的 侵 秦 
转移 有 关 " ,但 是 DHA 对 抑制 肝癌 细胞 的 生长 . 增 
殖 的 报道 其 少 , 而 且 DHA 是 否 可 抑制 HBV 和 AFB1 
协同 发 展 的 肝癌 细胞 的 增长 目前 没有 报道 。 因 此 ， 
本 研究 特别 选用 以 携带 HBV 基因 人 肝癌 HepG2 
(HepG2.2.15 肝癌 ) 细 胞 为 研究 对 象 ,通过 AFB1、 
AFBI/DHA 两 种 方式 培养 肝癌 细胞 ,观察 细胞 在 不 
同 微 环境 下 其 细胞 特征 的 变化 ,探讨 DHA 对 AFBI 
促进 HepG2.2.15 肝癌 细胞 增殖 效应 的 影响 ,此 模型 
模拟 我 国 广西 肝癌 高 发 区 的 黄 曲霉 素 暴露 环境 下 携 
带 乙 肝病 毒 人 群发 展 为 肝癌 的 体外 内 环境 ,本 研究 
为 肝癌 的 防治 提供 新 的 策略 及 理论 依据 。 
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1 材料 和 方法 
1.1 材料 

人 肝癌 HepG2.2.15( 携 带 HBV 基因 ) 细 胞 株 购 自 
武汉 大 学 细胞 保藏 中 心 ;DMEM 培 养 基 上 胎 牛 血清 购 自 
Gibco; 细胞 周期 检测 试剂 盒 购 自 南京 凯 基 生物 公司 ; 
Transwell 小 室 购 自 Corning; 基 底 膜 胶 (Matrigel) 购 自 
B&D; * Hi 4$ d$ € Bl (AFBI) , DHA, DMSO 购 自 
Sigma, 
1.2 细胞 培养 及 分 组 

人 HepG2.2.15 细 胞 株 常规 培养 于 DMEM 培养 基 ， 
置 37 % .饱和 湿度 .5% CO, 培养 箱 中 峡 育 。 将 处 于 对 
数 生 长 期 的 HepG2.2.15 细胞 用 0.5% 的 胰 和 蛋白 酶 消化 ， 
用 含 血清 的 培养 基 制 成 107mL 的 细胞 悬 液 ,接种 于 6 
孔 板 中 。 实 验 分 3 组 :空白 组 .2 umol/L AFB1 处理 组 、 
2 pmol/LAFB1+DHA 处理 组 。 
1.3 细胞 划 痕 修复 率 检测 

将 上 述 细胞 重 悬 液 接 种 于 6 孔 板 中 ,细胞 贴 壁 培养 
过 夜 后 ,用 200 HL 无 菌 枪 头 在 孔 内 轻 轻 地 划 1~3 道 痕 ， 
PBS 冲洗 去 掉 脱落 的 细胞 ,倒置 显微镜 下 拍照 。 然 后 镶 
育 2 umol/L AFB1, 同时 添加 或 不 添加 50 pmol/L 
DHA ,继续 培养 24、48 h 后 ,95% 酒 精 固 定 ,Giemsa 染 色 
流水 冲洗 , 光 镜 下 (放大 50 倍 ) 观 察 刮 痕 并 拍照 记录 ,每 
组 实验 重复 3 次 。 在 照片 选取 3 个 不 同位 置 ,测量 划 痕 
宽度 ,计算 平均 值 ,细胞 修复 率 =1- 实 际 迁徙 距离 /原始 
距离 。 
1.4 细胞 能 力 检 测 

侵袭 实验 中 应 用 基质 胶 包 被 Transwel 小 室 的 微 孔 
膜 ,而 迁移 实验 不 用 基质 胶 包 被 。Transwell 上 室 直 接 
加 入 上 述 200 中 的 HepG2.2.15 细 胞 重 悬 液 ,Transwell 
下 室内 分 别 加 入 含 2 umol/L AFB1, 同 时 添加 或 不 添加 
50 pmol/L DHA, 用 含 10% 血 清 DMEM 完全 培养 液 继 
续 培养 24、48 h 后 ;95% 酒 精 固定 ,Giemsa 染 色 流水 冲 
洗 。 用 棉签 去 除 上 层 小 室 未 穿 透 的 细胞 ,观察 已 穿 过 微 
孔 膜 到 达 迁 移 小 室 杯 底 下 面 的 细胞 。 镜 下 随机 取 5 个 
视野 拍照 ,计数 每 个 视野 的 细胞 数量 。 
1.5 流 式 细胞 仪 分 析 细 胞 周期 

将 上 述 细 胞 重 悬 液 接种 于 6 孔 板 中 ,分 别 用 含 
2 hmol 岂 浓度 的 AFB1 ,添加 或 不 添加 50 umol/L ?& EE 
的 DHA 处 理 细胞 , 含 10% 血 清 DMEM 完 全 培养 液 继续 
孵育 24.48 h 后 ,收集 各 组 细胞 1x10,70% 乙 醇 固 定 过 
夜 ,RNaseA 37 % 水 浴 30 min, 碘 化 丙 锭 (PIT) 染 液 染 色 ， 
4 CHENE Tg 30 min, 流 式 细胞 仪 进行 细胞 周期 分 析 ， 
得 出 细胞 周期 各 时 相 的 比例 ,实验 重复 3 次 。 
1.6 透视 电镜 检测 细胞 超 微 结构 

上 述 细胞 重 悬 液 接 种 于 6 孔 板 中 ,分 别 用 含 2 hmolL 
浓度 的 AFB1 处理 细胞 ,添加 或 不 添加 50 umol/L 浓度 


的 DHA, 含 10% 血 清 DMEM 完 全 培养 基 继 续 孵 育 24、 
48h 后 ,以 2% 戊 二 醛 及 1% 四 氧化 铁 固 定 ,乙醇 梯度 脱 
水 , 环 氧 树脂 包 埋 ,制备 超 薄 切片 ,醋酸 双 氧 铀 染色 后 ， 
置 透射 电镜 下 观察 细胞 的 超 微 结构 。 
1.7 统计 学 分 析 

采用 SPSS 13.0 软 件 进行 统计 学 分 析 。 计 量 资料 
以 均 数 + 标准 差 表 示 ,不 同 处 理 组 比较 采用 单 向 方差 分 
析 , 以 P<0.05 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 
2.1 细胞 划 痕 修复 率 

2 umol/L AFB1 处 理 24、48 h 后 细胞 划 痕 修复 率 均 
明显 高 于 空白 组 ,同时 DHA/AFB1 处 理 组 与 单独 AFB1 
处 理 相 比 较 , 细 胞 的 划 痕 修复 率 均 明显 降低 ,差异 均 有 
统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 


表 1 各 组 细胞 划 痕 修复 率 比较 
Tab.1 Comparison of wound healing rates at 24 and 48 h in 
each group (%, MeantSD, n-3) 


Group 24h 48h 
Control group 15.6x5.5 30.9+2.0 
2 umol/L AFBI 34241.3* 45.3+1.7" 
2 umol/LAFB14-DHA 28.6x1.7* 25.3+2.1° 


*P«0.05 vs 24 h control group; "P«0.05 vs 48 h control group; *P«0.05 
vs 24 h AFBI group; *P«0.05 vs 48 h AFBI group. 


2.2 细胞 穿 膜 数目 

2 umol/L AFB1 处 理 组 迁移 侵袭 细胞 划 穿 膜 细胞 
数目 明显 高 于 空白 组 ,同时 DHA/AFB1 处 理 组 与 单独 
AFB1 处 理 相 比较 ,细胞 的 穿 膜 数目 均 明显 减 少 ,差异 均 
有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 2)。 
2.3 细胞 周期 比例 

2 umol/L AFB1 处 理 24.48h 后 与 空白 组 比较 ,Gow 
G1! 期 细胞 比例 明显 下 降 (P<0.05);GyM 期 细胞 比例 明 
显 升 高 (P<0.05); 而 S 期 细胞 比例 均 无 明显 改变 (P> 
0.05)。 同 时 添加 DHA/AFB1 处 理 组 与 单独 AFB1 处理 
的 相 比 较 ,GwyG, 期 细胞 比例 明显 升 高 (P<0.05);GyM 期 
细胞 比例 明显 下 降 (P<0.05); 而 S 期 细胞 比例 均 无 明显 
改变 (P>0.05, 表 2,3)。 
2.4 细胞 超 微 结构 

透射 电镜 下 观察 ,2 umol/LAFBI A38 24,48 h 后 
与 空白 组 相 比 较 , 细 胞 出 现 多 核 仁 ,细胞 内 核 仁 边 集 、 核 
质 比 增高 ,线粒体 增生 、 数 目 增多 、 基 质 密度 增加 ,内 质 
网 增生 .扩张 .数目 增多 ,高 尔 基体 基 氏 区 增 大 数目 增 
多 ,细胞 微 绒毛 . 伪 足 增多 。DHA/AFB1 处 理 组 与 单独 
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Tab.2 Number of cells penetrating the chamber membrane in Transwell assay in each group (MeanxSD, n=3) 


Migration Assay Invasion Assay 
Group 
24h 48h 24h 48h 
Control group 407.20x25.91 462.80+26.99 336.87+24.92 387.87+21.29 
2 umol/L AFB1 605.80+26.72” 630.27x26.99" 465.27x21.82* 536.60+20.83™ 
2 umol/L AFBI-DHA 442.27+24.83” 358.20+18.56” 347.13+15.12” 244.60+16.96” 


*^ "P40.05 vs 24 h control group; "^ "P«0.05 vs 48 h control group; “P<0.05 vs 24 h AFBI group; ^"P«0.05 vs 4 h 


AFB1 group. 


表 3 各 组 细胞 的 细胞 周期 比例 的 比较 


Tab.3 Proportion of the cells in different cell cycle phases in each group (76, MeanxSD, n-3) 


GG, phase G/M phase S phase 
Group 
24h 48h 24h 48h 24h 48h 
Control group 60.92:-0.68 74.88+0.87 2.96+0.73 3.60+1.37 36.11+1.19 19.63+2.22 
2 umol/L AFBI 42.49X1.00" — 57.15x2.22" 20.75x0.58" — 23.0940.98" 36.76x1.52^  23.8240.95" 
2 umol/L AFBI-DHA 52.25x1.690" . 68.36x1.44" 16.64x1.46^  10.08x0.69^ 21.5220.94? — 22.5640.68^ 


"^ *P40.05 vs 24 h control group; "^ "P«0.05 vs 48 h control group; *^*P«0.05 vs 24 h AFBI group; ^ *P«0.05 vs 48 h AFBI group; 
?P»0.05 vs 24 h control group; "P»0.05 vs 48 h control group; ^P»0.05 vs 24 h AFBI group; ^P»0.05 vs 48 h AFBI group. 


AFB1 处 理 组 相 比较 ,细胞 单 核 仁 且 核 仁 皱 缩 ZUR 
内 核 质 减少 ,细胞 内 线粒体 出 现 架 状 物 、 数 日 也 减少 ,内 成 (图 1)。 


i Ga oE e 7] 


1 透射 电镜 下 观察 各 组 细胞 的 超 微 结构 


质 网 结构 松散 ,高 尔 基体 数目 减 


少 ,细胞 内 空 泡 化 形 


Fig.1 Ultrastructure of cells under transmission electron microscopy (Original magnification: x10000). A: Control group; 
B: 2 umol/L AFBI 24 h group; C: 2 umol/L AFB1 48 h group; D: DHA/AFBI 24 h group; E: DHA/AFBI 48 h group. 
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3 讨论 

在 我 国 ,大 约 80% 以 上 的 肝癌 与 慢性 乙 型 肝炎 病 
毒 的 高 感染 率 密切 相关 ,此 外 ,以 AFB1 为 代表 的 环 
境 致 癌 物 高 暴露 也 是 我 国 肝癌 高 发 病 率 的 重要 因 
素 ,而 这 两 种 危险 因素 在 肝癌 发 病 过 程 中 具有 强烈 
的 协同 致癌 效应 ,二 者 同时 存在 则 肝癌 的 发 生 风 险 
要 比 单纯 的 HBV 感染 者 高 30~60 售 ,但 AFBI/HBV 
协同 致 肝癌 发 生 的 具体 机 制 仍然 是 不 明确 “"。AFB1 
浓度 在 40 mg/L By n] LLSE SiC AIR HT E DNA 损伤 ， 
但 不 足以 造成 显著 的 细胞 损害 及 肝 功 能 异常 ,但 当 
AFBI 浓度 在 80 mg/L 时 会 造成 人 胚 肝 细 胞 损伤 及 细 
胞 油 亡 的 发 生 "。AFB 1 在 培养 液 中 浓度 达到 0.5 umol/L 
时 ,微量 持续 的 AFB1 刺激 肝癌 细胞 会 使 得 细胞 增殖 
能 力 大 大 增强 ,但 是 AFB1 浓度 达到 10 pmol/L 时 ,过 
高 浓度 的 AFB1 的 药物 毒性 会 导致 细胞 增殖 能 力 的 
下 降 ,甚至 会 导致 细胞 发 生 凋 亡 包 。 本 研究 探索 低 浓 
度 的 AFB1 刺激 携带 乙肝 病毒 的 HepG2 细胞 ,建立 
AFB U/HBV 协同 作用 下 的 体外 细胞 模型 ,体外 模拟 
AFB1 HBV 两 种 因素 协同 下 的 肝癌 侵袭 转移 的 微 环 
境 , 此 模型 体外 模拟 我 国 肝 癌 广 西 肝癌 高 发 区 在 长 
期 AFB1 暴露 下 携带 HBV 人 群生 长 的 微 环境 ,可 以 
深入 研究 AFB1HBYV 协同 诱发 肝癌 的 分 子 机 制 , 探 
讨 干 预 这 些 信 号 通路 的 有 效 手 段 更 可 为 这 一 高 发 地 
区 肝癌 的 防治 提供 有 力 证 据 。 

本 结果 发 现 ,AFBLHBV 协同 作用 下 的 
HepG2.2.15 细胞 随 着 时 间 的 延长 细胞 划 痕 愈合 能 
力 、 侵 袭 迁移 能 力 均 增强 ,细胞 GVM 期 增高 ,这 与 近 
年 来 学 者 研究 发 现 线粒体 的 氧化 应 激 内 质 网 应 激 
反应 10\ 高 尔 基 体 相关 和 蛋白 的 改变 参与 肝癌 细胞 的 
侵袭 及 转移 "2 相 一 致 。 提 示 AFBIHBV 可 能 改变 
HepG2.2.15 细胞 的 生长 的 微 环境 ,可 能 导致 氧化 应 
激 、 内 质 网 应 激 连 锁 反 应 的 发 生 , 从 而 可 能 激活 细胞 
内 的 激活 子 -3 、 环 氧化 酶 -2 .血管 生成 因子 等 因子 ,这 
些 因子 相关 的 信号 通路 参与 可 能 导致 肝 瘤 细胞 发 生 
增殖 、 侵 袭 及 转移 。 本 研究 中 电镜 检测 发 现 
HepG2.2.15 细胞 超 微 结构 中 的 线粒体 .高 尔 基体 .内 
质 网 也 相应 的 增多 ,提示 AFBI/HBV 协同 作用 可 激 
活 高 尔 基体 相关 的 高 尔 基体 膜 蛋 白 导 至 上皮 间 质 转 
化 现象 产生 新 的 细胞 -基质 医 附 分 子 ,新 的 夭 附 分 子 
黏附 于 细胞 外 基质 ,与 激活 的 内 质 网 相关 的 钙 网 蛋 
白 产 生 的 基质 金属 蛋白 酶 降解 了 细胞 外 基质 ,从 而 
使 得 肝癌 细胞 侵袭 转移 能 力 增强 。 电 镜 检 测 中 观察 
2| DHA/AFB1 处 理 组 与 单独 AFB1 处 理 组 比较 , 肝 瘤 
细胞 呈 单 核 仁 且 核 仁 皱 缩 .细胞 内 核 质 减少 ,细胞 内 
线粒体 出 现 架 状 物 、 数 目 也 减少 ,内 质 网 结构 松散 ， 
高 尔 基体 数目 减少 ,细胞 内 空 泡 化 形成 ,提示 DHA 能 


够 抑制 及 持 抗 AFB1/HBYV 的 协同 作用 下 的 诱导 肝癌 
细胞 增殖 .侵袭 转移 。 

DHA 可 诱导 乳腺 癌 、 肝 癌 、 胰 腺 癌 、 结 直肠 癌 等 
肿瘤 细胞 发 生 凋 亡 , 并 在 一 定 程 度 上 降低 细胞 侵 窗 力 ,但 
具体 作用 机 制 尚 不 明确 "*。DHA 的 这 种 作用 可 能 
与 DHA 诱 导 细胞 凋 亡 ,抑制 肿瘤 细胞 停滞 在 GyM 期 
干扰 肿瘤 细胞 周期 有 关 "。 同 时 ,DHA 还 可 以 通过 
肿瘤 抑制 因子 LKB1 抑制 mTOR 信和 号 通路 减少 肿瘤 
细胞 的 转移 ,或 刺激 产生 线粒体 ROS 并 且 抑 制 
AKT-mTOR 信 号 通路 诱导 p53 突变 的 癌 细 胞 凋 亡 "*。 
这 些 研 究 结 果 也 提示 DHA 对 肿瘤 细胞 有 直接 的 抑制 
效应 可 能 是 通过 对 mTOR 通路 的 抑制 有 关 。 在 肝癌 
的 已 有 研究 中 发 现 ,mTOR 信号 通路 激活 在 肝癌 发 生 
发 展 中 可 能 具有 重要 促进 作用 。 本 研究 结果 发 现 ， 
DHA/AFB1/HBV 共同 作用 的 细胞 愈合 能 力 ERE 
移 能 力 ,细胞 GyM 期 明显 低 于 AFB1HBV 协同 作用 
后 的 细胞 ,而且 DHA/AFBIHBV 下 的 细胞 超 微 结构 
中 的 线粒体 数目 减少 ,内 质 网 结构 松散 、 细 胞 内 空 泡 
化 形成 。 这 些 结果 提示 DHA 对 AFBI/HBV 协同 作 
用 下 肝癌 的 增殖 .侵袭 能 力 的 抑制 ,也 可 能 与 DHA 改 
变 肿瘤 细胞 生长 的 微 环 境 、 细 胞 内 线粒体 .内 质 网 结 
构 功 能 及 抑制 mTOR 信号 通路 有 关 。 

本 研究 建立 AFB1/HBYV 协同 作用 下 的 体外 肝癌 
细胞 模型 ,将 肝癌 发 生 的 两 个 单 因素 AFB1 与 HBV 
的 结合 起 来 研究 肝癌 细胞 的 生物 学 行为 的 变化 情 
况 。 本 研究 发 现 AFB1/HBV 协同 作用 下 HepG2.2.15 
的 细胞 侵袭 迁移 能 力 增强 ,细胞 超 微 结构 中 线粒体 、 
高 尔 基 体内 质 网 也 相应 的 增多 ,这些 研究 的 结果 验 
证 了 AFB1 与 HBV 双 因 素 作用 下 肝癌 发 生 的 几率 比 
任何 一 个 单 因 素 肝 瘤 发 生 的 几率 高 很 多 , 而 且 为 进 
一 步 探 讨 AFB1 与 HBV 协同 诱导 肝癌 发 生 的 分 子 机 
制 提供 依据 。 本 研究 也 发 现 DHA 可 以 抑制 肝癌 细胞 
的 增长 ,同时 也 可 以 抑制 AFB1 与 HBV 协同 诱导 下 
侵袭 迁移 能 力 增强 的 肝癌 细胞 ,这 为 DHA 抑 制 肝 瘤 
的 发 生 提供 了 依据 ,为 进一步 探讨 DHA 如 何 阻 断 
AFBI 5 HBV 协同 诱导 肝癌 发 生 的 分 子 机 制 提供 依 
据 。 因 此 ,通过 体外 细胞 模型 利用 基因 分 子 水 平 与 
蛋白 组 学 技术 进一步 研究 细胞 内 质 网 、 高 尔 基体 及 
mTOR 信 号 通路 相关 的 蛋白 ,为 研究 细胞 内 质 网 、 高 
尔 基体 线粒体 及 mTOR 信号 通路 是 否 介 导 AFB1/ 
HBV 促进 肝癌 发 生发 展 提供 依据 。 
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